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(57) Abstract 

The invention relates to a retard system for LHRH antagonists, specially cctrorclix. based on complexation with suitable biophile 
carriers enabling targeted release of the active substance over a period of several weeks. Acidic polyamino acids, polyasparaginic acids and 
polyglutaminic acids arc selected for complexation witfi cetrorclix. Hie cetrorcUx polyamino acid complexes are produced from aqueous 
solutions by combining tfie solutions and precipitating the complexes which arc subsequently centriftiged off and vacuum dried by P2O5, 
lyophilization proving to be a suitable method. The acidic polyamino, polyglutaminic and polyasparaginic acids display good retaidmg 
properties in a static libeiati<m system depending on the hydrophobicity and the molar mass of the polyamino acids. Animal testing 
demonstrates the principal efficacy of the cetiorelix polyamino acid complexes as a depot system. By complexation of cetrorclix witfi 
polyambo acids, testosterone suppression can be achieved in male rats over a period of 600 houre. Active substance release can tiius be 
controlled according to polymer type and molar mass. 



(57) Zusanunen&ssung 

Im Rahmcn dieser Erfindung sollte fflr LHRH-Antagonisten, msbesonderc fUr Cetrorclix, durch Komplexierung mit geeigneten 
biophilen Trftgem ein Retardsystem entwickelt werden. daB es eriaubt. den Wirkstoff Ober mehrcrc Wochen gezielt fireizusetzen. Es 
wuiden die saurcn Polyaminosfturcn Poly-Olutaminsaurc und Poly-Asparaginsaurc fOr die Komplexierung mit Cetrorclix ausgewahlt. 
Die Cetrorelix-4>olyammos5ur&-Komplexe werden aus wSBrigen Lfisungen hcrgestellt durch Vereinigung der LSsungcn und AusfaUung 
der Komplexe, die im AnschluB abzentrifugiert und im Vakuum fiber P2O5 getrocknet werden. SoUen Komplexe mit definierter 
Zusammensetzung eibalten werden, so envies sich die Lyophilisation als geeignete Methode. Die Cetrorclix-<:arbons2urB-Komplexe 
warden ebenfalls aus den w§Brigen LSsungen hergestellt. Die saurcn PolyaminosSurcn Poly-Glu und Poly-Asp zeigten im statischen 
Liberationssystem gute Retardeigenschaftcn in Abhfingigkeit von der Hydrophobizitat und der Mobnassc der Polyaminosaure. Im Tierversuch 
konnte die prinzipielle Wirksamkeit der Cetrorelix-Polyaminosaure^Komplexe als Depotsystem nachgewiesen werden. So ist es gelungen. 
durch Komplexierung von Cetrorclix mit Polyaminosauren eine Testosteronsuppression in mannlichen Ratten fiber 600 Stunden zu erreichen. 
Dabei kann die Wirkstofffreisetzung durch die Art und die Molmasse der Polymerc gesteuert werden. 
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Immobiiisierte und aktivUatsstabUisierte Komplexe von LHRH-Antagonisten und 
Verfahren zu deren Hersteilung 

Die Erfindung betrifft aktivitatsstabilisierte und retardierende Komiexe von LHRH- 
Antagonisten wie Antide, Antarelix, Azaline, A- 75998, Ganirelix , Nal-Glu Antagonist mit 
Polyaminosauren, insbesondere Poiy-Glutaminsaure und Poly-Asparaginsaure sowie 
Verfahren zur Hersteilung derselben und diese enthaltende Arzneimittel. 
Die dargestellten Peptidhormon-Polyaminosaure-Komplexe konnen in der Medizin 
beispielsweise zur Therapie hormonsensitiver Tumore, wie z.B. Mamma- und 
Prostatakarzinome, der benignen Prostatahypenrophie und in der Gynakologie zur Behandlung 
der Endometriose, Hysteroskopie und zur Behandlung von Fertilitatsstbrungen Verwendunc 
find en. 

In den Patentschriften DD 257197. DD 269785 und DD 299265 werden fiir Insulin und fiir 
andere biologisch aktive Proteohormone Verfahren zur Hersteilung von immobilisierten, in 
ihren biologischen Aktivitaten stabilisierten und in ihren pharmakologischen Eigenschaften 
modifizierten Peptidpraparaten beschrieben, deren wesentlichstes Merkmal die 
Komplexbildung des jeweiligen Peptides mit Polyaminosauren ist. 

In den angefiihrten Patenten werden Praparationsverfahren beschrieben, bei denen die 
Komplexe unter Einwirkung von Ameisensaure sowie organischen Losungsmittein wie 
Chloroform und drastischen Herstellungsbedingungen gebildet werden. Dabei besteht fur das 
Peptidhormon die Gefahr der partiellen Inaktivierung und verminderten Stabilitat. 
In der Literatur wurden 1981 erstmalig in den EP 0042753 und EP 0049628 schweriosliche 
Saize Oder Komplexe fur LHRH-Anaioga beschrieben. Die Darstellung dieser Komplexe 
erfolgte in Hinblick auf die Entwicklung pharmazeutischer Produkte fiir unterschiedliche 
medizinische Applikationen. 

1989 beschreib ORSOLINI im DE Patent 38 22 459 die Hersteilung wassemnlbslicher 
Polypeptide durch Komplexbildung von LHRH-Analoga mit Embonsaure, Tannin und 
Stearinsaure. Die erhaltenen schwerloslichen Komplexe werden dabei zusatzlich in eine 
polymere Matrix aus (Milchsaure-Glycolsaure)-Copolymer eingebettet. 

Weitere Verfahren zur Hersteilung von Cetrorelix-Komplexes eingebettet in ein (Milchsaure- 
Glycolsaure)-Copolymer, wurden 1993 von ORSOLINI und HEIMGARTNER in den DE 
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Patenien 42 23 282 und 42 23 284 beschrieben. In diesem Patent schweriosliche 
Cetrorelixkomplexe mit Embonsaure, Tannin, Stearinsaure und Palmitinsaure aufgefiihrt. 



5 Ziel der Erfindung ist es, Depotpraparate mit verbesserten und steuerbaren 
Retardeigenschaften und erhbhter Stabilitat gegeniiber vorzeitigem proteolytischem Abbau von 
LHRH-Antagonisten zur Therapie auf den hierfur bekannten Gebieten wie hormonsensitiver 
Tumore, wie z.B. Mamma- und Prostatakarzinome, der benignen Prostatahypertrophie, 
Endometriose, Hysteroskopie und zur Behandlung von Fertilitatsstorungen bereitzustellen und 
10 einfach beherrschbares und umweltfreundliches Verfahren zur Herstellung dieser Praparate 
anzugeben. 

Die Aufgabe der Erfmdung besteht darin, neue Depotpraparate mit verbesserten und 
steuerbaren Retardeigenschaften von LHRH-Antagonisten wie Antide. Antarelix, Azaline, 
A- 75998, Ganirelix , Nal-Glu Antagonist, bevorzugt jedoch Cetrorelix mit biologisch 
15 abbaubaren Polymeren bereitzustellen, sowie ein Verfahren zu deren Herstellung anzugeben 

ErfindungsgemaB wird die Aufgabe dadurch gelost, daB imobilisierte und aktivitatsstabilisierte, 
parenteral applizierbare Peptidhormonpraparate aus Komplexen von LHRH-Antagonisten 
mit Polyaminosauren, insbesondere Poly-Glutaminsaure und Poly-Asparaginsaure. 

20 hergestellt werden, indem der Polyaminosaure-Peptidhormon-Komplex unter 
Vermeidung organischer Lbsungsmittel aus waBrigen Losungen gefallt wird, 
Vorteilhaft konnen femer die Polyaminosaure-Peptidhormon-Komplexe mit einem 
steuerbaren Hormongehalt durch Lyophilisation der waBrigen Losungen hergestellt werden. 
Durch die Art und die Molmasse der Polyaminosauren, durch Einbau 

25 hydrophober Aminosauren in das Polymergeriist oder durch partielle Veresterung laflt sich 
die Freisetzungsrate des Wirkstoffes steuem.(Abb. 2 und 3) 



Die Verwendung der erfindungsgemaBen Komplexe erfolgt in der Medizin zur 
Therapie hormonsensitiver Tumore, insbesondere zur Behandlung von Mamma- 
30 und Prostatakarzinomen, der benignen Prostatahypertrophie sowie in der Gynakologie 
zur Ovulationsinduktion, Invitro-Fertilisation und Endometriose und in Verbindung mit 
der Hysteroskopie. 
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Der BegrifF „Komplex" umfaBt im Rahmen dieser Erfindung die Zusammenlagemng zweier 
Oder mehrerer Komponenten zu einem schwerloslichen System, das keiner nachgewiesenen 
Stochiometrie unteriiegt. Dabei kommt es zu einer Uberlagemng von Wechselwirkungen, 
wobei hauptsachlich Nebenvalenzbindungen eine Rolle spiel en. 
5 In der Literatur werden schwerlosliche Peptidkompiexe mitunter auch als ,»Salz" bezeichnet. 
Diese Bezeichnung ist ebenfalls in vielen Fallen nicht exakt, da es sich nicht, wie bereits 
envahnt, urn Substanzen mit definierter Zusammensetzung handelt. 

Bei Peptiden und Proteinen treten zwar ionische Wechselwirkungen auf, doch sie sind nicht 
allein flir eine Struktur- oder Aggregatzustandsanderung verantwortlich. 
10 Fur Peptide und Proteine ist der Begriff „Komplex" und „Salz" aufgrund der Vielzahl der 
fijnktionellen Gruppen weiter zu fassen, da sich mehrere Wechselwirkungen, die zu Aufbau 
und Struktur der Peptide und Proteine fuhren, iiberlagern. 

Es wurden Polyaminsauren venvendet, die sich als biophile Tragermaterialien fur Peptide 
15 eignen. Erfindungswesentlich ist dabei, daO die Wirkstoffe nicht chemisch an das Polymer 
gebunden werden, sondem ledigiich durch Nebenvalenzbindungen und hydrophobe 
Wechselwirkungen an das Polymer fixiert sind. 

Unvermutet zeigte sich, daB speziell der LHRH-Antagonist Cetrorelix eine sehr hohe 
Bindungsaffinitat zu Polyaminosauren, insbesondere zu Poly-Glutaminsaure und Poly- 
20 Asparaginsaure, aufweist. Eine solch hohe Affinitat von Cetrorelix war auf Grund des 
bisherigen Literaturstandes nicht vorhersehbar und auf Grund der Struktur des Peptides 
uberraschend. 

Die spontan ausfallenden Kompiexe besitzen einen definierten, reproduzierbaren 
Hormongehalt. 

25 Soil der Hormongehalt in den Komplexen dagegen variieren und genau festgelegt sein, so hat 
sich die Lyophilisation als geeignete Methode herausgestellt. 

Diese Herstellungsbedingungen sind wesentlich milder als in fniheren Patenten beschriebene 
und verhindem somit eine mogliche Inaktivierung des Hormons. 

Die beim Vermischen der Losungen auftretenden Wechselwirkungen zwischen den Molekiilen 
30 fuhren zu stabilen Komplexen, die ein steuerbares Wirkstoffabgabeprofil und eine erhohte 
Proteolysestabilitat aufweisen. 

Polyaminosauren beeinflussen somit nicht nur das Retardverhalten, sondem bieten gleichzeitig 
Schutz vor unerwiinschtem, vorzeitigen proteolytischen Abbau. Dieser Aspekt ist vor allem im 
Hinblick auf den Lanzeiteinsatz solcher Praparate von Vorteil. 
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Das Retardverhalten der Komplexe kann im Wesentiichen durch die Art und die Molmasse der 
Poiyaminosauren, den Einbau von Aminosauren mit hydrophoben Seitenketten in das 
Polymergeriisi und durch partielle Verestening vorhandener Carboxylgruppcn beeinflufit 
werden. 

Die Erfmdung wird an Hand der nachfolgenden Ausfuhrunsgbeispiele naher erlautet ohne sie 
jedoch einzuschranken. 



10 Herstellung von Polyaminosaure-Peptid-Komplexen durch Fallung 
Beispiel 1 

50 mg Polyaminosaure werden in 5 ml H2O, bei Poly-Glu unter Zusatz von In NH4OH, 
15 leichter Erwarmung auf 40 °C und Ultraschallbehandlung, gelost. 50 mg Cetrorelix (als Azetat) 
werden in 4 ml H2O gelost. Die Polyaminosaure-Losung wird geriihert und die 
Cetrorelixlosung in einem Schrilt zugegeben und anschlieBend 4 Std. bei 4°C aufbewahrt. 
Danach wird der Niederschlag 5 min bei 4000 rpm abzentrifugiert, der Uberstand abgenommen 
und das Prazipitat 24 Stunden im Vakuum iiber P2O5 getrocknet. Da keine stochiometrischen 
20 Komplexe vorliegen, wurde die Ausbeute auf die Summe der AusgangsstofFe bezogen. 
Abbildung 1 zeigt verschiedene Freisetzungskurven im statistischen Liberationssystem 
in Abhangigkeit von der Molmasse .(Freisetzungsmedium : 0,01 m Amoniumazetat, pH 7,0) 

Ausbeute: 50-65 % d.Th. 

25 

Cetrorelixgehalt im Komplex: siehe Tabelle 1 



30 



35 
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Tab.l: Zusammensetzung der geiallicn Ceuoreiix-Polyaminosaurc-Komplexe 



Polyaminosaure 


Milllere 
Molmasse 
[g/mol] 


Hormongehall im 
Komplex [%) 
rcL Fehler: 5% 


Molvcrhalmis 
Hormon : PAS 


Molvcrhalmis 
Hormon : frcic 
Carbox7lgruppcn 


Poly-Giuiaminsaure 


5000 


86 


1 : 0.05 


1 : 1.9 




16000 


85 


1 : 0,016 


I : 2.1 


50000 


60 


1 : 0.02 


1 : 8.2 


Poly-Glulaminsaure- 

inclhylcsicr 

Mclhylicningsgrad : 

2.2% 

24.4% 


16000 


81 


1 : 0.02 


I : 2.S 


16000 


58 


1 : 0,06 


1 :6,7 


Poly-Asparaginsaurc 


7300 


86 


1 : 0.03 


I : 2.2 


14000 


78 


I : 0.03 


I : 3.8 


28000 


69 


1 : 0,023 


1 : 6.1 


Poly|(Giu,Phc)/4:I] 


45000 


65 


1 : 0,017 


1 :4.5 


PolyI(Glu,Lcu)/4:ll 


70000 


79 


1 : 0.005 


1 : 2.4 



Herstellung von Polyaminosaure-Peptid-Komplexen mit defmiertem Peptidgehalt durch 
Lyophilisation 

10 Beispiel 2 

Cetrorelix- Komplex mit 50%igem Peptid - Gehall 

50 mg Polyaminosaure werden in 5 ml H2O, bei Poly-GIu unter Zusatz von In NH4OH, 
leichter Erwarmung auf 40°C und Uitraschallbehandlung, gelost. 50 mg Cetrorelix (als Azelat) 
werden in 4 ml H2O gelost. Die Polyaminosaure -Losung wird geruhert und die 
15 Cetrorelixlosung mit einem Mai zugegeben und weitere 2 min geruhert. Der entstandene 
Komplex wird bei -20°C eingefroren und im AnschluB lyophilisiert. Da keine 
stochiometrischen Komplexe vorliegen. wurde die Ausbeute auf die Summe der 
Ausgangsstoffe bezogen. 



20 Ausbeute : 90-95 % d. Th. 

Cetrorelixgehalt im Komplex : 45-50 % 
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Beispiel 3 

Durch entsprechende Abwandlung der Menge an Polyaminosaure und Cetroreiix wurde in 
analoger Weise ein 70% iger Cetrorelix-Komplex hergestellt 

Beispiel 4 

Eine Erhohung der Hydrophobizilat,verbunden mit einer Zunahme des Retardverhaltens kann 
u.a. durch die partielle Veresterung von Carboxylgruppen erreicht werden. In Abb,2 sind die 
Freisetzungskurven von Cetrorelixkomplexen mit Poly-Glutaminsauremethylestern dargestellt. 
Abb. 3 zeigt die Freisetzungskurven der Cetrorelixkomplexe der Polyglutaminsaure 
mit Leucin und Phenyialanin. 

Beispiel 5 

Zur Uberpriifung der in vitro-Freisetzungsversuche v^rden Cetrorelix-Polyaminosaure- 
Komplexe im Tierversuch getestet. 

Es handelt sich dabei um die Cetrorelixkomplexe mit folgenden Polyaminosauren: 

— Poly-Glutaminsaure, M: 5000 g/mol 

— Poly-Glutaminsaure, M: 16000 g/mol 

— Poly-Asparaginsaure, M: 7300 g/mol 

In Abb,4 ist die Testosteronsuppression bei mannlichen Ratten nach einmaliger sx. Injektion 
von 1,5 mg/kg dargestellt. Je Versuchsgruppe warden 5 Tiere getestet. 

Mit diesen Ergebnissen konnte gezeigt werden, daB die untersuchien Komplexe einen 
Langzeiteffekt in der Testosteronsuppression iiber 600 Stunden bewirken.(Abb. 4) 
Es wurde die prinzipielle Wirksamkeit und Eignung der Cetrorelix-Polyaminosaure-Komplexe 
als Depotpraparat nachgewiesen. 
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Paten tanspriiche 

1. Neue Komplexe von LHRH-Antagonisten mit Polyaminosauren, insbesondere 
5 Poly-Glutaminsaure und Poly-Asparaginsaure. 

2. Komplex nach Anspruch 1 gekennzeichnet durch eine mittlere Molmasse 
der Polyaminosauren von 2000-20000 g/mol. 

10 3. Komplexe nach Anspruch 1 und 2 dadurch gekennzeichnet, daB als LHRH-Antagonisten 
Antide, Antarelix, Azaline, A- 75998, Ganirelix , Nal-Glu Antagonist insbesondere 
jedoch Ceirorelix verwendet wird. 

4. Verfahren zur Herstellung von immobilisierten und aktivitatsstabilisierten, 
15 parenteral applizierbaren Peptidhormonpraparaten aus Konnplexen von LHRH-Antagonisten 
mit Polyaminosauren, insbesondere Poly-Glutaminsaure und Poly-Asparaginsaure der mittleren 
Molmassen 2000-20000 g/mol nach Ajispriichen 1-4, gekennzeichnet dadurch, 
dalJ der Polyaminosaure-Peptidhormon-Komplex aus waBrigen Lbsungen gefallt wird. 

20 5. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet, daB die Polyaminosaure 
-Peptidhormon-Komplexe mit einem gewiinschten steuerbaren Hormongehalt 
durch Lyophilisation der waBrigen Lbsungen hergestellt werden. 

6. Verfahren nach Anspruch 4, dadurch gekennzeichnet , daB man durch Einbau 
25 hydrophober Aminosauren in das Polymergerust oder durch partielle Veresterung 
die Freisetzungsrate des Wirkstoffes steuert. 

1. Arzneimittel gekennzeichnet durch einen Gehalt einer oderer mehrerer Verbindungen 
nach Anspruch 1-6 sowie gegebenfalls Hilfs- und GeruststofFen sowie Stabilisatoren . 

30 
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8. Arzneimittel zur Venvendung bei der Therapie hormonsensitiver Tumore, insbesondere 
zur Behandlung von Mamma-, Ovarial- und Prostatakarzinomen, der benig- 
nen Prostatahypertrophie, von Fertilitatsstorungen, der Endometriose und in 
Verbindung mit der Hysteroskopie sowie zur Invitro-Fertilisalion gekennzeichnet durch 
einen Gehalt an Verbindungen nach Anspruch 1-6. 
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Abbildung 1 



12 T 




Zert [h] 



—•—Poly-Asp, M: 28000 g/mol 
-o— Poly-Asp. M: 7300 g/mol 
-A-Poly-Glu, M: 50000 g/mol 
— H— Poly-Glu, M: 16000 g/mol 
-316— Poly-Glu, M: 5000 g/mol 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 



wo 98/42381 



PCT/EP98/01398 



2/4 
Abbildung 2 



12t 



10 " 




Zeit [h] 



-•-PGIuOMe(24,4%) 
M:16000g/mol 

-B-PGIuOMe(2,2%) 
M:160009/mol 

-A-PGIu M:16000g/mol 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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. 3/4 
Abbildung 3 



H h- 

10 15 

Zeit [h] 



20 



25 



-•-PI(Glu.Phe)/4:1) 
-4»-P[(Glu.Leu)/4:1] 
-A-PGIu M:50000 



ERSATZBLATT (REGEL 26) 
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Abbildung 4 

Testosteronsuppression in mannl. Ratten, Dosis: 1,5 mg/kg 



12 T 



10* 




Zeit [h] 



PolyGlu M: 5000 g/mol 
-B-PolyGlu M: 16000 g/mol 
-^PolyAsp M:7300 g/mol 
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